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摘 要：为制备兔抗裂殖酵母Hsp90 多克隆抗体，在通过PCR获得了裂殖酵母Hsp90(Swo1)基因后，构建了pMALc2x- 
Swo1 表达载体，可用于表达编码正确氨基酸序列的目的基因。转化大肠杆菌BL21(DE3)，IPTG诱导表达，Amylose Resin
柱纯化。目的蛋白表达量占菌体总蛋白的 30%以上。纯化后，蛋白纯度达 95%以上。纯化后的MBP-Swo1 融合蛋白抗
原加福氏完全佐剂背部皮内注射首次免疫新西兰大白兔，第 28 天用MBP-Swo1 融合抗原加福氏不完全佐剂同样剂量
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Abstract: To prepare the polyclonal antibody of Hsp90 (Swo1) of fission yeast Schizosaccharomyces pombe, the encoding 
gene swo1+ was amplified from the yeast genome and then inserted into expression vector pMALc2x. The resulted plasmid 
pMALc2x-Swo1 was transformed and expressed in E. coli BL21(DE3). The expressed fusion protein was purified through 
Amylose Resin column. The proteins were expressed mainly as secretion with the yield of more than 30% of total bacterial 
proteins. After purification, the purity of the proteins was about 95%. The New Zealand white rabbits were immunized with 
Freund’s complete adjuvant plus purified MBP-Swo1 fusion antigen through the back skin intradermal injection for the first 
time. The same dose of Freund’s incomplete adjuvant plus MBP-Swo1 was injected to strengthen the immunity after 28 and 
the 35 days respectively. After 49 days, blood sample was collected from heart, and antisera were extracted. The specificity of 
Swo1 polyclonal antibody was examined by Western blot. It showed that the antibody obtained had a high specificity to 
detect endogeneous Swo1 from fission yeast, but it could not recognize Hsp90α/β in human cells. 
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是相对分子质量为 90 000 的疏水性蛋白质，其在生物
进化过程中高度保守，在多种生物体细胞中呈高组成性
表达，通常以同二聚体形式存在，约占胞质蛋白的








1 实 验 
1.1 材料 
限制性内切酶以及工具酶 Taq DNA Polymerase, 












1.2 酵母基因组DNA 的制备 
接种一定量的酵母细胞到 10 mL YE5S 液体培养基
中，30 ℃培养过夜。3 000 r/min 离心 5 min，收集菌体。
加入 500 μL 山梨醇溶液重悬，再加入 20 μL 25 mg/mL 
酵母裂解酶、1 μL，β-巯基乙醇及 49 μL 二次蒸馏水，
混匀，37 ℃处理 2~3 h。显微镜下观察到大部分细胞变
圆时，3 000 r/min 离心 5 min 收菌，加入 500 μL 三羟甲
基氨基甲烷-乙二胺四乙酸缓冲液小心重悬。加入 50 μL 
10%十二烷基硫酸钠，混匀，65 ℃放置 30 min。加入
150 μL 5 mol/L 醋酸钾混匀，冰上放置 10 min，10 000 
r/min 离心 10 min。将上清转移入新的离心管中，加入
900 μL无水乙醇（-20 ℃预冷），混匀，室温放置 30 min，
10 000 r/min 离心 5min，弃上清。200 μL 体积分数 75% 
乙醇（-20 ℃预冷）冲洗 1 次，10 000 r/min 离心 1 min，
弃上清。室温干燥，加入 50 μL TE 和 1 μL RNAse A 溶
解沉淀。凝胶电泳检测提取的基因组DNA。 
1.3 引物设计 
从 Sanger Center Pombe Genome Database数据库上
查得酵母 swo1+基因的全序列，设计 PCR 引物#139：
CGCGGATCCATGTCGAACACAGAAAC 和 #140 ：
CCAATGCATTGGCTGCAGTTAATCGACTTCCTCC
ATC，由上海英潍捷基有限公司合成，下划线处分别为
BamH I 和Pst I 酶切位点。 
1.4 swo1+基因的 PCR扩增 
以提取的酵母基因组为模板，利用引物#139 和
#140，常规 PCR扩增酵母 swo1+基因。反应条件为：
95 ℃预变性 4 min→95 ℃变性 50 s，55 ℃退火 1 min，
72 ℃延伸 2 min；循环数 30→72 ℃延伸 10 min→4 ℃
保存。 
1.5 pMALc2X-Swo1 表达质粒的构建 
PCR 产物及 pMALc2X 载体分别用限制性内切酶
BamH I 和 Pst I 进行双酶切，并且分别胶回收。用 T4 
DNA连接酶将 swo1+基因克隆至载体 pMALc2X 中，构





的E. coli BL21(DE3)单菌落，37 ℃振荡培养过夜，按
1∶100（体积比）稀释到LB 培养液中，37 ℃振荡培养
至A600 0.6 时，加入终浓度为 0.5 mmol/L 的异丙基-β-D-
硫代吡喃半乳糖苷诱导表达 5 h。将收集的 100 mL 菌体
完全重悬于 10 mL 细菌裂解液（pH 8.0，三羟甲基氨
基甲烷-盐酸 50 mmol/L，氯化钠 1 mol/L，乙二胺四乙
酸 5 mmol/L，体积分数 10% 的甘油）里，在冰上超声
破碎 5 min至菌液澄清；破碎产物于 4 ℃、12 000 r/min
离心 10 min。将上清液加至Amylose Resin层析柱中，
4 ℃孵育 2 h。然后加入40 mL 缓冲溶液（pH 8.0，三羟
甲基氨基甲烷-盐酸50 mmol/L，氯化钠500 mmol/L，乙
二胺四乙酸5 mmol/L，10%甘油，β-巯基乙醇5 mmol/L）
洗柱，用含 20 mmol/L麦芽糖的缓冲溶液（pH 8.0，三









1.8 免疫印迹检测(Western blot) 
根据蛋白大小配置一定浓度的胶，待其凝固后，
加入样品及其对照。接通电源，按照浓缩胶电压 100 V，
分离胶电压 120 V，进行 SDS-PAGE 分析。然后用湿
法转膜仪 100 V恒压转膜 1~3 h，可根据蛋白的大小调
节转膜时间；之后用含 5% BSA 的 TBS 溶液室温封闭
2 h，接着用一抗工作液（TBS +一抗）4 ℃摇床过夜，
TBS-T冲洗 4 次，每次 5 min；二抗工作液（TBS +二
抗）室温孵育 1 h，TBS-T冲洗 4 次，每次 10 min；在
暗室条件下用 ECL 工作液孵育 PVDF膜 20 s~10 min。
暗室显影，定影，观察实验结果。 
2  结果与讨论 
2.1 swo1+基因的 PCR扩增结果 
设计的引物理论上经 PCR 扩增后所得的基因全长
应为 2 144 bp。以提取的酵母基因组DNA 为模板，利
用引物#139 和#140，通过常规 PCR扩增 swo1+全长基




1, 2—swo1+ PCR 扩增产物；M— DNA marker 
图 1 swo1+基因的 PCR 扩增产物电泳图 
Fig. 1 Analysis of PCR product of swo1+ by agarose gel 
electrophoresis 
 
2.2 原核表达质粒 pMALc2x-swo1+的构建 
用BamH I 和Pst I 分别对载体 pMALc2x 和目的基
因的扩增产物进行双酶切。目的基因酶切产物经纯化回
收后，在 T4 DNA 连接酶的催化下，将其克隆至质粒
pMALc2x 中，构建表达质粒 pMALc2x-Swo1。提取的
重组子质粒经BamH I 和Pst I 酶切后，琼脂糖凝胶电泳
鉴定，得到约2 000 bp和6 600 bp的条带(图2)，与 swo1+ 
(2 115 bp)和 pMALc2x(6 646 bp)的大小相符。 
 
 
1—pMALc2x-Swo1；2—BamH I 和 Pst I 酶切的 
pMALc2x-Swo1；M—DNA marker 
图 2 重组 pMALc2x-Swo1 质粒的双酶切鉴定 




用 DNAssist 软件将测序结果翻译后和 Swo1 蛋白序列
(Sequence 3)进行比较分析。如图 3 所示，用引物MBP F 






图 3 Swo1 的序列分析与比对结果 
Fig. 3 Amino acid sequence alignment of Swo1 (Sequence 
3) and recombinant pMALc2x-Swo1 (Sequence 5) 
 
2.3 MBP-Swo1融合蛋白的表达 
按 1.6 节方法所示，将重组表达质粒 pMALc2x- 
Swo1 转入大肠杆菌BL21 后，经 IPTG 诱导，将收集的
菌体超声破碎后的上清和沉淀悬液分别进行 SDS- 
裂殖酵母 Hsp90 多克隆抗体的制备与鉴定 
第6卷 第12期 
2011 年 12 月 
 
914 中国科技论文在线  SCIENCEPAPER ONLINE 
PAGE检测。结果显示，目的蛋白主要存在于上清中，
表达量占菌体总蛋白的 30%以上。图 4 中可以在接近
120 000位置可见 Swo1 的表达蛋白，与理论推算值一
致，扫描分析显示其纯度达 95%以上。纯化后融合蛋白
约 3 mg，按照 1.7节方法进行抗体的制备。 
 
 
M—Protein marker； 1—未经 IPTG 诱导； 2—IPTG 诱导后总
蛋白； 3—IPTG 诱导后可溶性蛋白； 4—IPTG 诱导后非溶性
蛋白 
图 4 重组子超声波破碎后上清产物的SDS-PAGE 分析 
Fig. 4 Analysis of the supernatants by SDS-PAGE 
 
2.4 兔抗裂殖酵母 Swo1 多克隆抗体的鉴定 
分别制备野生型 (JY#1)和带有 GFP 标记的
Swo1(JY#493)的裂殖酵母菌株总蛋白细胞裂解液，采用
Western blot 检测免疫兔子后获得的 Swo1 多克隆抗体
的特异性。结果发现，实验室制备的 anti-GFP 多克隆抗
体能够特异性识别GFP标记的Swo1蛋白。与此相对应，
anti-Swo1 多克隆抗体也能够特异性识别 GFP 标记的






图 5 蛋白质印迹分析兔抗裂殖酵母 Swo1 多克隆抗体的
特异性 
Fig. 5 Western blot analysis of rabbit ant-Swo1 iserum 




（图 6）。Western blot结果表明，裂殖酵母 anti-Swo1
多克隆抗体不能识别人类肿瘤细胞 SGC7901（胃腺
癌）、HT29（大肠癌）、SW480（结肠癌）、BEL7402







图 6 蛋白质印迹分析兔抗裂殖酵母 Swo1 多克隆抗体对
于人肿瘤细胞中 Hsp90 的识别 
Fig. 6 Western blot analysis of rabbit anti-Swo1 serum 
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类培养细胞中Western blot 实验的帮助。 
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